













































De energiebehoefte van een melkkoe in de periode na het afkalven stijgt enorm, onder andere door de grote melkgift. Hierdoor verkeren veel koeien in deze periode in een negatieve energiebalans. Door deze negatieve energiebalans wordt vet gemobiliseerd om de energiebehoefte te dekken. Indien het energietekort aanhoudt, zal de koe vet blijven mobiliseren. De lever heeft een beperkt vermogen om gemobiliseerd vet te metaboliseren. Indien de koe meer vet heeft gemobiliseerd dan de lever kan verwerken, zal een deel van het gemobiliseerd vet zich opstapelen in de lever. Een ander deel van het vet zal omgezet worden tot ketonlichamen. Deze functioneren als alternatieve energiebron voor glucose. Het ketolichaam β-hydroxyboterzuur (BHB) is het ketonlichaam dat het meest stabiel is en doorgaans als indicator voor de mate van ketose bij koeien wordt gebruikt. Indien de BHB concentratie in het bloed boven 1200 µmol/L komt, spreekt men van ketose. 

Uit onderzoek blijkt, dat het aan de hand van de activiteit mogelijk zou zijn om klinische ketose 5 tot 6 dagen eerder te diagnosticeren, dan op basis van klinische verschijnselen. Men zou verwachten, dat de BHB concentratie enkele dagen voor de klinische ketose gediagnosiseerd wordt, dan ook al gestegen zou zijn. Dit leidt tot de vraag of de activiteit van koeien ook een voorspellende waarde heeft voor de BHB concentratie in het bloed bij koeien postpartum. In dit onderzoek wordt daarom onderzocht of de dagelijkse activiteit een voorspellende waarde heeft voor de BHB concentratie in het bloed bij koeien in week 1 t/m week 8 postpartum. Tevens is er onderzocht of de dagelijkse activiteit een voorspellende waarde heeft voor het optreden van subklinische ketose bij koeien in week 1 t/m week 8 postpartum.

Op melkveehouderij ‘de Tolakker’ te Utrecht hebben vierendertig koeien (Holstein Friesian) deelgenomen aan dit onderzoek. De koeien waren uitgerust met een stappenteller, zodat de activiteit gemeten kon worden. De activiteit werd door deze stappentellers weergegeven in aantal stapper per 2 uur. Deze gegevens zijn in Excel omgerekend naar het aantal stappen per dag. Wekelijks werd op een vast tijdstip bloed afgenomen van deze koeien, van week 1 t/m week 8 postpartum. In deze bloedmonsters is de BHB concentratie bepaald. De statistische analyses zijn uitgevoerd met Excel en SPSS. In Excel zijn de variabelen bepaald en berekend. In SPSS is gebruik gemaakt van een lineair regressiemodel, een logistisch regressiemodel en een lineair mixed model.

In dit onderzoek is geen significante relatie aangetoond tussen de gemiddelde activiteit per dag (gedurende de proefperiode) en de gemiddelde BHB concentratie (gedurende de proefperiode). Er was ook geen significante relatie te vinden tussen de gemiddelde activiteit per dag en de maximale BHB concentratie in de eerste 8 weken postpartum. Tevens was er geen significante relatie tussen de gemiddelde activiteit per dag en het optreden van ketose bij de koe. Het lineair mixed model toonde ook geen significante relatie aan tussen de BHB concentratie en:
-	de gemiddelde activiteit per week 
-	de activiteit op de dag dat er bloedmonsters werden genomen 
-	de activiteit voor de dag dat er bloedmonsters werden genomen 
Er is wel een significant positief tijdseffect aanwezig met betrekking tot de BHB concentratie in de eerste 8 weken postpartum, de concentratie vertoonde namelijk een stijgende lijn vanaf de eerste week na afkalven. 
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In de huidige moderne melkveehouderij leveren de melkkoeien een topprestatie. Door selectie blijft de gemiddelde melkproductie stijgen. De energiebehoefte van een melkkoe stijgt in de periode na het afkalven enorm, met name door de grote melkgift. Het is voor vrijwel geen enkele koe mogelijk om de grote gestegen energiebehoefte te compenseren door een verhoging van de voeropname. De koe verkeert dan in een negatieve energiebalans, waardoor de koe in deze periode haar eigen reserves moet aanbreken. De gluconeogenese van een koe kan aan het begin van de lactatie de verhoogde glucosebehoefte, door het op gang komen van de melkproductie, niet volledig dekken. De koe probeert het energietekort op te vangen door vetzuren te gaan mobiliseren vanuit het vetweefsel. Deze vrije vetzuren worden ook wel ‘non esterified fatty acids’ (NEFA) genoemd. De NEFA worden in de lever verbrand of geëxporteerd als ‘very low-density lipoprotein’ (VLDL). Bij verbranding worden de NEFA via een proces dat β-oxidatie wordt genoemd afgebroken tot acetyl CoA. Dit product kan vervolgens verder verbrand worden in de Krebs cyclus en ademhalingsketen4. Indien de NEFA niet de β-oxidatie in gaan, dan worden ze door lipogenese omgezet tot triacylglycerol (TAG). Deze TAG kunnen in een later stadium alsnog verbrand worden of verder geëxporteerd worden. Omdat TAG de lever niet als zodanig kunnen verlaten, worden er eerst eiwitten aan de TAG verbonden. Het ontstane complex wordt VLDL genoemd, deze kunnen de lever wel verlaten. Indien de koe in een negatieve energie balans blijft, zal het aanbod van NEFA aan de lever ook aanhouden4. Het vermogen van de lever om NEFA te metaboliseren (verbranden of exporteren) is echter beperkt. Wanneer de maximum capaciteit van de lever wordt overschreden, zal een deel van de TAG zich opstapelen in de lever. Dit resulteert in vervetting van de lever7. Het acetyl CoA uit de β-oxidatie zal ook niet allemaal verbrand kunnen worden in de Krebs cyclys. Het deel dat niet de Krebs cyclus in kan, zal via een proces van onvolledige verbranding omgezet worden tot de ketonlichamen aceton, acetoacetaat en β-hydroxyboterzuur1.

Een sterke negatieve energiebalans gaat echter niet altijd zonder problemen. Een bekend probleem dat hierdoor bij koeien kan optreden is ketose. We spreken van subklinische ketose als de concentratie van het ketonlichaam β-hydroxyboterzuur (BHB) in het bloed boven een bepaalde concentratie komt, zonder dat de koe verschijnselen vertoont. Subklinische ketose vindt vaak plaats rond de 4e week postpartum en is te diagnosticeren aan de hand van de ketonlichaamconcentratie in het bloed, melk en urine2. β-hydroxyboterzuur (BHB) is het ketonlichaam dat het meest stabiel is en wordt daarom in de praktijk het meest bepaald als de indicator voor ketose. Er worden door auteurs verschillende waardes aangehouden als ondergrens voor ketose. Een veel gebruikte waarde als ondergrens voor ketose is 1200 µmol/L5. Deze waarde is in dit onderzoek ook aangehouden als ondergrens voor ketose. Indien ketose gepaard gaat met klinische verschijnselen, dan spreekt men van klinische ketose, acetonemie of slepende melkziekte. De klinische verschijnselen van slepende melkziekte worden veroorzaakt door de grote hoeveelheid vet die wordt gemobiliseerd en de ketonlichamen die uit het vet worden geproduceerd. Enkele verschijnselen zijn een daling van de conditie, een acetongeur in de melk en in de uitademinglucht, een daling van de melkgift en een slechte eetlust3. 


Een ander klinisch verschijnsel, dat vaak bij koeien met slepende melkziekte wordt waargenomen, is sloomheid. Hieruit zou beredeneerd kunnen worden, dat koeien met subklinische ketose misschien ook een verminderde activiteit hebben als gezonde koeien. Wanneer dit het geval is, dan kunnen koeien met ketose mogelijk opgespoord worden aan de hand van de monitoring van de dagelijkse activiteit. De activiteit is in dit onderzoek gemeten met behulp van stappentellers, deze tellen het aantal stappen dat een koe per dag zet. In de huidige veehouderij wordt nog weinig gebruik gemaakt van dit hulpmiddel, terwijl er toch veel informatie uitgehaald kan worden. Men kan bijvoorbeeld aan de hand van de activiteit een koe in oestrus opsporen. De activiteit is dan verhoogd8 Uit onderzoek blijkt ook, dat de activiteit van zieke koeien lager is, waaronder ook bij koeien met ketose. De activiteit daalt al gemiddeld 8 à 9 dagen voor een ziekte klinisch wordt gediagnosticeerd6. Tot slot beweert men dat aan de hand van de activiteit het mogelijk zou zijn om ketose, een lebmaag dislocatie naar links en algemene digestieve stoornissen, 5 tot 6 dagen eerder te diagnosticeren dan op basis van klinische verschijnselen6.

Tot nu toe heeft men vooral gekeken naar de voorspellende waarde van activiteit voor klinische ketose. In dit onderzoek hebben we wat verder gekeken en onderzocht of de dagelijkse activiteit van koeien ook een voorspellende waarde heeft voor de BHB concentratie in het bloed. We onderzochten hiermee dus ook de voorspellende waarde van activiteit voor het optreden subklinische ketose. Aangezien de activiteit gemiddeld 5 à 6 dagen voordat de ketose klinisch wordt gediagnosticeerd al daalt5, zou men verwachten, dat de BHB concentratie dan ook al veranderd. Een afname van de activiteit zou dan samen gaan met een stijging van de BHB concentratie in het bloed. Dit leidt tot de volgende onderzoeksvragen:

	Heeft de dagelijkse activiteit een voorspellende waarde voor de BHB concentratie in het bloed bij koeien in week 1 t/m week 8 postpartum?

	Heeft de dagelijkse activiteit een voorspellende waarde voor het optreden van subklinische ketose bij koeien in week 1 t/m week 8 postpartum












2. Materiaal en methode

2.1 Dieren & Opzet

Dit onderzoek is uitgevoerd op melkveehouderij ‘De Tolakker’ te Utrecht. Vierendertig koeien (Holstein Friesian) hebben deelgenomen aan het onderzoek. Alle koeien waren bij aanvang van het onderzoek vrij van gezondheidsproblemen. Er zijn verder geen selectiecriteria gebruikt. De pariteit van de koeien varieerde van 1 t/m 8.











Om de activiteit van de koeien te meten is er gebruik gemaakt van stappentellers (Afikim®, Israel). Alle koeien van de Tolakker zijn standaard uitgerust met een stappenteller aan de linker voorpoot. Het aantal stappen dat een koe zet wordt vastgelegd door de stappenteller. Deze gegevens worden afgelezen in de melkstal en verwerkt in een computerprogramma (Fusion Crystal, Fullwood®, Mewitec BV, Soest, Nederland). De stappentellers worden bij de eerste melkbeurt na de partus voor het eerst uitgelezen. Omdat er driemaal daags gemolken wordt op de Tolakker werden de stappentellers ook driemaal daags uitgelezen. De activiteitsgegevens zijn tot en met week 8 postpartum opgeslagen en verzameld. Na deze tijd neemt de kans op slepende melkziekte aanzienlijk af en zodoende was het voor dit onderzoek niet meer relevant om de proef nog langer door te zetten. 

β-hydroxyboterzuur concentratie in het bloed.







De stappentellers worden uitgelezen op het moment dat de koe de melkstal in loopt. De gegevens worden vervolgens verwerkt in het programma Fusion Crystal. Dit programma zet de gegevens die in de melkstal zijn uitgelezen om in een WordPad (Microsoft ® WordPad Version 5.1) bestand. Onderstaand wordt een deel van een Wordpad bestand weergegeven. 

2;28;1;1;86;18-11-2008 8:31:06;77;1;Melkstal #1 Zijde #2
2;28;1;1;86;18-11-2008 15:29:27;113;1;Melkstal #1 Zijde #2
2;28;1;1;86;18-11-2008 22:06:08;94;3;Melkstal #1 Zijde #1
2;28;1;1;86;19-11-2008 8:04:28;91;3;Melkstal #1 Zijde #2
2;28;1;1;86;19-11-2008 15:36:02;134;1;Melkstal #1 Zijde #2
2;28;1;1;86;19-11-2008 22:21:21;74;1;Melkstal #1 Zijde #1

De getallen geven de informatie in de volgende volgorde weer:
Diernummer – transpondernummer – groepsnummer (n.v.t.) – lactatienummer – lactatiedagen – datum – tijdstip van melken – gem. aantal stappen/uur sinds laatste melking – registratie locatie in de melkstal (standnummer) – zijde in de melkstal

De gegevens zijn vanuit WordPad eerst gekopieerd naar Excel (Microsoft ® Office Excel 2003 SP3) met de functie ‘text to Columns’. In Excel zijn de gegevens verder verwerkt om een overzichtelijke basis van de gegevens te krijgen. Zoals beschreven in bovenstaand stuk wordt het aantal stappen weergegeven in het gemiddeld aantal stappen per uur sinds laatste melking. Om de onderzoeksvragen goed te kunnen testen, hebben we het aantal stappen per dag nodig. Deze zijn berekend door eerst de tijd te berekenen die tussen de melkbeurten zat. Door deze te vermenigvuldigen met het gemiddeld aantal stappen per uur verkrijg je het aantal stappen dat gezet is in het tijdsinterval tussen 2 melkbeurten. Tussen de 3 melkbeurten van 1 dag zijn de volgende 3 tijdsintervallen:

-	De tijd tussen de avond – ochtend melkbeurt
-	De tijd tussen de ochtend – middag melkbeurt
-	De tijd tussen de middag – avond melkbeurt

Het aantal stappen dat gezet is in de 3 tijdsintervallen van 1 dag zijn vervolgens bij elkaar opgeteld. De optelsom van deze 3 waarden geeft het aantal stappen die betreffende koe gezet heeft gezet tussen 2 avond melkbeurten. De tijd tussen 2 avond melkbeurten varieert elke dag en is nooit exact 24 uur. Om toch het aantal stappen per 24 uur te krijgen, is ook de tijd van de 3 tijdsintervallen van betreffende dag bij elkaar opgeteld. Vervolgens is het aantal stappen per 24 uur berekend met behulp van de volgende formule. 

De som van het aantal stappen van de 3 tijdsintervallen van betreffende dag
De som van de tijd van de 3 tijdsintervallen van betreffende dag 	            x    24 (uur) = Aantal stappen/24 uur





Dag activiteit 	Aantal stappen in exact 24 uur op een bepaalde dag
Act gem. week x	Gemiddeld aantal stappen in 24 uur in betreffende week x
StDev week x	Standaard deviatie van de dagactiviteiten in week x
Gemiddelde dagactiviteit	Het gemiddelde van alle dagactiviteiten tijdens de proef (dus zonder indeling op weekbasis) 
Act min. week x	De laagste dagactiviteit in betreffende week x
Act max. week x	De hoogste dagactiviteit in betreffende week x
Act exact week x	Dagactiviteit op de dag dat er bloed werd getapt in week x
Act exact - 1 dag week x	Dagactiviteit vόόr de dag dat er bloed werd getapt in week x
Tabel 1: Berekende variabelen van de activiteit in week 1 t/m week 8 postpartum.

Het aantal stappen is berekend vanaf 1 dag na het afkalven. De dag van het afkalven is niet mee genomen, omdat bij nagenoeg alle koeien de gegevens van deze dag niet compleet waren. De weekgemiddeldes zijn ook berekend vanaf de dag na het afkalven.

Gedurende de proef zijn in sommige gevallen de stappen niet juist of niet geregistreerd door de stappentellers. De oorzaak hiervan is onbekend. Zodoende kon het aantal stappen in betreffend tijdsinterval (de tijd tussen de avond-ochtend, ochtend-middag of de middag-avond melkbeurten) niet berekend worden. Stappen werden als ‘niet juist’ aangemerkt als het aantal stappen minder bedroeg dan het aantal stappen dat nodig is om van de uitgang van de melkstal terug te lopen naar de ingang van de melkstal (<20 stappen). Op basis hiervan is besloten de gegevens van 3 koeien in dit onderzoek (Koe 5, 27 en 91) niet te analyseren, omdat deze te veel ontbrekende waarden hadden. Wanneer het aantal stappen van een tijdsinterval niet of niet juist geregistreerd was, is het aantal stappen van die gehele dag niet berekend. Deze dag werd verder ook niet gebruikt voor het berekenen van de variabelen. Indien bij het berekenen van het gemiddelde aantal stappen in een week meer dan 2 keer het aantal stappen van een dag ontbrak, dan is het weekgemiddelde van die week niet berekend en dus niet meegenomen in de analyse. Bij het berekenen van de variabele ‘Act exact – 1 dag’ ontbreken nagenoeg alle waarden in de eerste week postpartum. Daarom is besloten deze variabele pas te berekenen vanaf de tweede week postpartum. De eerste week is dus niet meegenomen in de analyse van deze variabele. 

Door de grote variatie en de hoge waarden van de activiteit is besloten deze variabele door 100 te delen. Zo ontstaan voor de activiteit waarden die beter hanteerbaar zijn. 

Om een goed overzicht te krijgen van de verdeling van de activiteit is er met behulp van SPSS (Polar Engineering and Consulting® SPSS 16.0 for windows) een boxplot van de activiteit gemaakt. Voor de verdere analyse van de activiteitgegevens is zowel Excel als SPSS gebruikt

ΒHB concentratie in het bloed

Aan de hand van de bloedwaardes van BHB in week 1 t/m week 8 postpartum zijn de volgende variabelen in Excel bepaald (Tabel 2): 

Variabelen	
BHB concentratie in het bloed	 Betekenis
BHB week x	BHB concentratie in het bloed in betreffende week x.
BHB_gem	Gemiddelde van BHB concentraties van week 1 t/m week 8 postpartum
BHB_max	De maximale BHB concentratie in het bloed van week 1 t/m week 8 postpartum
BHB_min	De minimale BHB concentratie in het bloed van week 1 t/m week 8 postpartum
Ketose	Een BHB concentratie >1,2 heeft gehad. Een 0 betekend dat zij dit niet heeft gehad. 
wkn>1.2	Het aantal weken dat de koe ketotisch is geweest 
LogBHB	De logaritme van de BHB concentratie in het bloed van het bloedmonster in betreffende week
Tabel 2: Berekende variabelen van de BHB bloedwaardes in week 1 t/m week 8 postpartum.





In eerste instantie is er gekeken of er een relatie is tussen de activiteit en de BHB concentratie door het gemiddeld aantal stappen per koe per dag van week 1 t/m week 8 postpartum (gemiddelde dagactiviteit) en de gemiddelde BHB concentratie per koe van week 1 t/m week 8 postpartum (BHB_gem) te analyseren in een lineair regressiemodel. Met dit model is ook berekend of er een relatie is tussen het gemiddeld aantal stappen per koe per dag van week 1 t/m week 8 postpartum en de maximale BHB concentratie van betreffende koe in deze periode (BHB_max). 

Vervolgens is er met behulp van een logistisch regressiemodel gekeken of er een relatie is tussen de gemiddelde BHB concentratie per koe per dag van week 1 t/m week 8 postpartum en het optreden van ketose in deze periode. Een logistisch regressie model was hiervoor nodig omdat ‘Ketose’ een discrete variabele is. 

Vervolgens zijn enkele variabelen ook geanalyseerd met behulp van een lineair mixed model. Deze analyse houdt er rekening mee dat er in de dataset meerdere waarden van een koe afkomstig zijn. Herhaalde waarnemingen in de tijd bij dezelfde koe zijn gecorreleerd. Zodoende wordt er in deze analyse rekening gehouden met individuele variatie per koe en de factor tijd. Uit de eerste analyse van het mixed model, waarin de gemiddelde week activiteit (Act gem.) en de BHB concentratie (BHB) zijn geanalyseerd, bleek dat er een patroon in de geschatte waarden van de BHB concentratie zat. Dit geeft aan dat de BHB bloedwaardes niet normaal verdeeld waren. Om deze variabele te normaliseren en de variatie te stabiliseren is eerst de logaritme van de BHB waarden genomen, resulterend in de variabele ‘LogBHB’. Vervolgens zijn de volgende variabelen in het lineair mixed model geanalyseerd: 

-	De gemiddelde weekactiviteit (Act gem. week x) en de BHB concentratie (LogBHB). Er wordt zo getest of de gemiddelde activiteit van een koe in een bepaalde week een voorspellende waarde heeft voor de hoogte van de BHB concentratie in betreffende week. BHB is dus de afhankelijke variabele en activiteit de voorspellende variabele. 
-	De BHB concentratie in het bloed werd slechts op een bepaalde dag van de week gemeten, waardoor de activiteit op die bewuste dag misschien een sterkere relatie heeft met de bloedwaarde dan de gemiddelde weekactiviteit. Om deze reden zijn het aantal stappen op de dag dat er bloed werd getapt (Act exact) en de BHB concentratie (LogBHB) vervolgens geanalyseerd. Er wordt zo getest of de activiteit op een bepaalde dag een voorspellende waarde heeft voor de hoogte van de BHB concentratie op betreffende dag. Hierin is BHB de afhankelijke variabele en activiteit de voorspellende variabele.
-	Bij het bepalen van de analyses ontstond het vermoeden dat de BHB concentratie wellicht ook een relatie met de activiteit zou kunnen hebben op de dag voordat er bloed werd getapt. Een goede reden om ook het aantal stappen voor de dag dat er bloed werd getapt (Act exact – 1 dag) en de BHB concentratie (LogBHB) te analyseren. Hierin is wederom BHB de afhankelijke variabele en activiteit de voorspellende variabele. 

In bovenstaande analyses is als random effect ‘koe’ genomen omdat herhaalde waarnemingen in tijd (per week) bij dezelfde koe gecorreleerd zijn. Daarnaast is de tijd (week) gebruikt als random richtingscoëfficiënt omdat het verloop van de uitkomst in de tijd per koe verschillend is. Hiervoor is een unstructured covariantiematrix gebruikt. Voor het fixed deel van het model zijn ‘Act gem’ respectievelijk ‘Act exact’ en ‘Act exact – 1 dag’ als verklarende variabelen gebruikt. Voor het selecteren van het beste model is Akaike's Information Criterium (AIC) gebruikt (kleiner is beter). De selectie van het random deel is met Restricted maximum likelihood schattingen gedaan en het fixed deel met maximum likelihood schattingen.

Tot slot zijn de weken en de variabele ‘logBHB’ met elkaar vergeleken. Deze variabelen zijn vergeleken met een betrouwbaarheidsinterval van 95%. Dit betekent dat je bij elke vergelijking een kans van 5% hebt om een significant verschil te vinden dat er in werkelijkheid niet is. Dit corrigeer je via Bonferroni, deze correctie vermenigvuldigt de P-waarde met 7. Anderzijds, als er in werkelijkheid wel een significant verschil is, dan zal je dit door de Bonferroni correctie minder snel vinden. 



































3.1 β-hydroxyboterzuur concentratie in het bloed

























Fig. 1: Gemiddelde BHB concentratie van week 1 t/m week 8 postpartum.





















Tabel 3: Het effect van de week op de BHB concentratie (Bonferroni gecorrigeerd).

De maximale BHB concentratie die bij een koe werd gemeten in de eerste 8 weken postpartum was 3,41 Mmol/l, de minimale 0,29 Mmol/l. 

Zoals eerder aangegeven, wordt in dit onderzoek 1,2 Mmol/l aangehouden als ondergrens voor ketose. Gedurende de onderzoeksperiode heeft 45% van de koeien minimaal één week ketose gehad. De duur van de ketose was voor iedere koe verschillend en wordt weergegeven in figuur 2. 

Fig. 2: Aantal weken dat de BHB concentratie >1,2 Mmol/L (n=14). 

Voor een beter inzicht in de variatie in de BHB concentraties van de koeien in een bepaalde week is er een boxplot van de BHB concentraties gemaakt (fig. 3). Hierin is de verdeling van alle waarden in een bepaalde week weergegeven, deze liggen tussen de lijnen in betreffende week. In de boxen ligt 50% van de waarden in die week. De zwarte streep in de box geeft de mediaan weer. Deze geeft de verdeling binnen de box weer. De mediaan geeft aan waar het middelste getal van de box ligt. De rondjes die boven de lijnen liggen geven een ‘oulier’ weer. De sterretjes geven een ‘extreme case’ weer. De rondjes en sterretjes geven waarden weer die niet bij de overige lijken te passen. Deze ligt relatief ver van de overige data. Indien deze ‘outliers’ en ‘extreme cases’ waarden toch zouden worden verwerkt in de boxplot kunnen ze een vertekend beeld van de werkelijkheid geven.

Tot slot zijn ook alle individuele BHB concentratiecurves van de koeien weergegeven in een spaghettiplot gemaakt, die wordt afgebeeld in de bijalge van dit verslag (fig. 7).





































Fig. 4: Gemiddelde activiteit van week 1 t/m week 8 postpartum. 

Voor een beter inzicht in de verdeling van de individuele activiteit van de koeien per week is er een boxplot van de gemiddelde week activiteiten gemaakt (fig. 5). Zoals al eerder beschreven, geven de rondjes een ‘outliers’ weer. 
 






















4. Relatie β-hydroxyboterzuur en activiteit

Uit het lineaire regressiemodel bleek dat er geen significante relatie was tussen de gemiddelde dagactiviteit en de gemiddelde BHB concentratie in de eerste 8 weken postpartum (β = -0,007, P = 0,204). Er was ook geen significante relatie te vinden tussen de gemiddelde dagactiviteit en de maximale BHB concentratie (‘BHB_max’) in de eerste 8 weken postpartum (β = -0,007, P = 0,623)

Met het logistisch regressiemodel is er gekeken of er een relatie is tussen de gemiddelde dagactiviteit en het optreden van ketose (Ketose) in de eerste 8 weken postpartum. Hierin is de gemiddelde dagactiviteit de voorspellende variabele en ‘Ketose’ de afhankelijke. Deze variabelen hebben ook geen significante relatie (β = -0,383, P = 0,712).

Bovenstaande uitkomsten zijn niet onverwacht. In bovenstaande analyses is er gewerkt met gemiddelde waarden van de activiteit en BHB concentratie tijdens de proef.. Zowel in de activiteit als in de BHB concentratie zit fluctuatie (Activiteit: 2861 (±483), BHB concentratie: 0,91 Mmol/l  (±0,46)). Dit zou een eventuele relatie teniet kunnen doen. Mogelijk dat er wel een verband naar voren zou komen, wanneer je met een analyse per koe en per week zou kunnen kijken. Om de individuele variatie en de tijdsfactor mee te nemen in de analyse, is daarom besloten om gebruik te maken van een mixed model. In dit model is gekeken naar:
-	De relatie tussen de BHB concentratie en het gemiddeld aantal stappen per koe in betreffende week. (LogBHB - Act gem)
-	De relatie tussen de BHB concentratie en het aantal stappen per koe op de dag dat er bloed werd afgenomen bij de koeien.(LogBHB – Act exact)
-	De relatie tussen de BHB concentratie en het aantal stappen per dag voor de dag dat er bloed werd afgenomen bij de koeien.(LogBHB – Act exact – 1 dag)
Om de BHB concentratie te voorspellen uit de activiteit wordt er in het mixed model gebruik gemaakt van de volgende forumle:

[BHB] (Mmol/l) = β * Activiteit + b























Tabel 4: Relatie tussen de BHB concentratie en het gemiddeld aantal stappen in betreffende week. 















Tabel 5: Relatie tussen de BHB concentratie en het aantal stappen op de dag dat er bloed afgenomen werd bij de koeien.


















In dit onderzoek is onderzocht of de activiteit van koeien een voorspellende waarde heeft voor de BHB concentratie in het bloed. Uit de literatuur bleek namelijk dat de activiteit van zieke koeien lager is, waaronder ook bij koeien met ketose. De activiteit daalt al gemiddeld 8 à 9 dagen voor een ziekte klinisch wordt gediagnosticeerd6. Een ketotische koe zou al 5 tot 6 dagen eerder te diagnosticeren zijn dan op basis van klinische verschijnselen6. Indien de activiteit daadwerkelijk een voorspellende waarde voor de BHB concentratie zou hebben, dan kan men aan de hand van de activiteit een indruk krijgen van de BHB concentratie in het bloed van de koeien. Dit zou een goed, eenvoudig en praktisch toepasbaar hulpmiddel zijn om ketotische koeien in de koppel op te sporen.

Vierendertig koeien, gehuisvest op ‘de Tolakker’ te Utrecht, hebben van week 1 t/m week 8 postpartum deelgenomen in dit onderzoek. Bij deze koeien is de activiteit dagelijks vast gelegd en de BHB concentratie in het bloed wekelijks bepaald. De waardes zijn verder bepaald, berekend en geanalyseerd in Excel en SPSS. 





Een mogelijke verklaring voor de afwezigeheid van de relatie tussen activiteit en de mate van ketose bij koeien, is dat de BHB concentratie in het bloed mogelijk min of meer een momentopname weergeeft. De BHB concentraties van koeien is immers maar op 1 moment in de week gemeten. Dit zou geen probleem zijn, indien de BHB concentratie van koeien een constante waarde behoudt gedurende de week. Echter, het is bekend dat de BHB waardes in het bloed beïnvloed kunnen worden door veel factoren, waaronder voeding en melkproductie. Daarnaast is nog niet goed bekend hoeveel de BHB concentratie gedurende de dag kan fluctueren. Een eenmalige meting van de BHB concentratie per week geeft dus mogelijk geen goede afspiegeling van de BHB concentratie gedurende de gehele week weer. Bovenstaand zou kunnen verklaren dat er in dit onderzoek geen relatie is gevonden tussen de gemiddelde week activiteit en de BHB concentratie. 

De manier van monstername en analysemethode kunnen mogelijk ook nog variatie geven in de bloedwaardes van BHB. Er zit veel variëteit in de testresultaten van verschillende testen die de BHB concentratie in het bloed meten9. De metingen van BHB concentratie in dit onderzoek zijn wel goed gestandaardiseerd. Bloedmonsters zijn op een vast tijdstip en allemaal op dezelfde manier verzameld en geanalyseerd. De monstername en analyse van het bloed zal dus voor weinig extra variatie in de BHB concentraties gezorgd hebben. 
5.2 Activiteit 

De activiteit is gemeten met behulp van stappentellers (Afikim®, Israel). Deze metingen zijn niet probleemloos verlopen. De gegevens van drie koeien zijn niet geanalyseerd doordat de stappen niet of niet juist geregistreerd waren. Dit kwam door een defect in de stappenteller bij deze koeien. Bij de overige koeien ontbraken er ook activiteitswaarden. Hierdoor konden gemiddelde variabelen van de activiteit niet altijd met alle waarden (die binnen dit gemiddelde vielen) berekend worden. Ondanks dat er enkele waarden van de activiteit ontbreken, wijkt de activiteit niet veel af de activiteitswaarden die andere auteurs hebben gemeten6.

In de inleiding is besproken dat eerder onderzoek heeft aangetoond dat de activiteit een voorspellende waarde kan hebben voor ketose. In dit onderzoek stelde men de diagnose ketose als men een aantal standaard klinische verschijnselen van ketose bij een koe kon vaststellen6. Dit komt niet overeen met de definitie van ketose in dit onderzoek waar we een BHB concentratie in het bloed van 1200 µmol/L als ondergrens voor ketose aanhouden. Mogelijk heeft de activiteit van koeien dus meer voorspellende waarde voor het optreden van klinische ketose dan voor het optreden van subklinische ketose.

In dit onderzoek zijn geen koeien met klinisch ketose gediagnosticeerd, alhoewel de medewerkers op de onderwijsboerderij ook niet specifiek geinstrueerd waren om op verschijnselen van slepende melkziekte te letten. Het is ook mogelijk dat geen van de koeien een BHB concentratie heeft gehad die klinische ketose induceert. Mogelijk heeft de BHB concentratie pas vanaf een bepaalde waarde invloed op de activiteit. 

Wanneer men het gemiddeld verloop van de BHB concentratie en de activiteit tijdens de proef bekijkt, dan ondersteunt dit de bevinding dat er geen duidelijke relatie is tussen beide variabelen. De BHB concentratie stijgt gedurende de eerste 8 weken postpartum en de activiteit daalt gedurende deze periode. De hellingen van deze stijging en daling verschillen echter vrij sterk (zie fig. 1 en fig. 4). De activiteit daalt wel, maar deze daling is na de eerste week na afkalven erg gering, terwijl de BHB concentratie iedere week nog behoorlijk stijgt. Het zou verrassend zijn als de resultaten van de analyse op grond hiervan wel een verband hadden weergeven tussen deze 2 variabelen. 

5.3 Tijdseffect op de BHB concentratie

Figuur 3 illustreerde dat de BHB concentratie in een stijgende lijn verloopt gedurende de eerste 8 weken postpartum. Met het mixed model werd er aangetoond dat de koeien gemiddeld enkel In week 5 en 7 een significant hogere BHB concentratie hadden ten opzichte van de concentratie in week 1. Deze analyse is Bonferroni gecorrigeerd (zie 2.4 Analyse, ‘Statistische analyses’, blz. 11). Deze correctie vermenigvuldigt de P waarde met zeven. Zodoende worden er minder snel significante verschillen weergegeven die er in werkelijkheid niet zijn. Anderzijds worden kleine significantie verschillen die er in werkelijkheid ook zijn teniet gedaan. Er is nog niet duidelijk of de Bonferroni correctie altijd juist is. De relatie tussen de week en de BHB concentratie wordt daarom ook in tabel 6 weergegeven zonder dat Bonferroni correctie is toegepast. Tabel 7 is weergegeven in de bijlage. Hierin is zichtbaar dat week 5 t/m 8 significant verschillen ten opzichte van week 1.
6. Conclusie
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Tabel 7: Het effect van de week op de BHB concentratie (niet Bonferroni gecorrigeerd)
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